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RESUMO 
 
A proteómica pode ser definida como a disciplina que estuda o conjunto de proteínas 
expressas por uma cultura celular, tecido ou organismo, num determinado momento no 
tempo. Este estudo pode visar a identificação proteica, a sua expressão, conformação, 
atividade, interação ou modificação num determinado estado patológico. A maior parte 
dos medicamentos tem eficácia terapêutica através da interação com proteínas. Além 
disso, estas podem constituir excelentes marcadores patológicos, sinalizando ou 
mediando este processo. Existe então uma oportunidade bastante favorável para o design 
de fármacos que se adaptem a esta conformação proteica, daí resultando efeito 
terapêutico. Para que tal possa ser executado, importa compreender os mecanismos 
essenciais de ferramentas proteómicas como a eletroforese, a cromatografia ou a 
espetrometria de massa. 
 
Palavras-chave: 
Proteómica  |  Descoberta de fármacos  |  Eletroforese  |  Espetrometria de massa 
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ABSTRACT 
 
Proteomics can be defined as a discipline that studies the set of proteins expressed by a 
cell culture , tissue or organism at a given moment in time . This study aims the protein 
identification, its expression , conformation, activity, interaction or modification in a 
particular pathological state. Most of drugs has therapeutic efficacy by protein interacting. 
Furthermore, proteins can be remarkable pathological markers, signaling or mediating 
this process. There is then a very advantageous opportunity to drug design, so that it can 
fit that protein conformation, resulting in therapeutic effect. For that to happen, it is 
important to understand mechanisms of proteomic tools such as electrophoresis, 
chromatography or mass spectrometry. 
 
Keywords: 
Proteomics  |  Drug discovery  |  Electrophoresis  |  Mass Spectrometry  
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INTRODUÇÃO 
 
Desde o início da história civilizacional que o ser humano procura assegurar as 
condições necessárias para a sua sobrevivência e melhoria da qualidade de vida. São 
inúmeras as definições para este último conceito mas alguns fatores reúnem um consenso 
alargado. A WHO (1998) enumera então seis domínios que considera basilares na 
definição de qualidade de vida: o domínio da saúde física, o domínio psicológico, o grau 
de independência, as relações sociais, o meio envolvente e ainda as crenças pessoais e 
espirituais. O farmacêutico do século XXI deverá estar consciente de todas estas áreas no 
exercício das suas funções. Porém, é acima de tudo um profissional de saúde e, como tal, 
deve dar especial enfoque à área da saúde física e psicológica. Aprofundando esta noção, 
a mesma instituição define ainda o conceito saúde como sendo “o completo bem-estar 
físico, mental e social e não a mera ausência de doença ou enfermidade” (WHO, 1946). 
Recuando à história civilizacional, o ser humano procurou sempre assegurar a 
manutenção do seu estado de saúde. Assim, desde muito cedo, e com documentos que 
nos remetem para sociedades de há cinco mil anos atrás, o Homem iniciou um percurso 
de descobertas de substâncias que lhe permitiam uma melhoria no seu estado patológico 
(J. W.-H. Li & Vederas, 2009). Assim, começa por recolher na natureza produtos, como 
plantas, com atividade terapêutica, associando a sua administração a um benefício. A 
ciência moderna, porém, permitiu reconhecer que nem toda a planta era essencial nesse 
efeito e impulsionou o isolamento de substâncias ativas, com posterior estudo das doses 
e sua relação com o efeito terapêutico pretendido (J. J. Li & Corey, 2013). Atualmente, 
vive-se uma viragem de dimensão semelhante no que se refere à metodologia de 
descoberta de novos fármacos. Nas últimas décadas o mundo da ciência viu nascer a era 
das “ómicas”, onde a sequenciação de alto débito de ADN permitiu o surgimento de 
disciplinas como a genómica, a proteómica e a interatómica (Kandpal, Saviola, & Felton, 
2009). Dada a origem essencialmente proteica dos alvos terapêuticos, a proteómica e as 
ferramentas que lhe estão associadas apresentam-se então como um caminho essencial na 
descoberta de novas moléculas com efeito terapêutico (Imming, Sinning, & Meyer, 
2006). 
Julgando atestada a relevância inerente a esta área, apresenta-se então o tema 
“Ferramentas proteómicas e a descoberta de novos fármacos – uma revisão crítica”. 
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DESCOBERTA DE NOVOS FÁRMACOS 
 
 
Farmacognosia – dos produtos naturais aos princípios ativos 
 
A procura de produtos com ação benéfica sobre o organismo tem sido, desde 
sempre, promovida pela ocorrência da própria enfermidade. Ao tomar consciência das 
debilidades do seu organismo e do seu estado de saúde, o ser humano começou por 
procurar alguma ação terapêutica nos produtos que a natureza oferecia. 
Com a aplicação destes produtos naturais, essencialmente plantas, percebeu que 
nelas estavam contidos compostos benéficos. Todavia, apercebeu-se também que, além 
destes, estariam também presentes compostos que provocavam efeitos nocivos. Foram 
então feitos diversos esforços no sentido de minimizar as consequências para o 
organismo, aquando da administração de substâncias provindas de plantas. Com um 
sucesso que na altura não se previu, a segunda década do século XIX assistiu ao 
isolamento do primeiro composto puro com atividade terapêutica: Sertürner isolava a 
morfina a partir da espécie Papaver somniferum (J. W.-H. Li & Vederas, 2009). Este 
marco deu início ao desenvolvimento de técnicas que visavam separar o benéfico do 
nocivo, o efeito terapêutico do efeito adverso. Não obstante a descoberta dum composto 
que tem uso regular na prática clínica passados dois séculos, a administração destas 
substâncias continuava a comportar riscos. De um ponto de vista evolutivo, as plantas 
sofrem transformações, não com o intuito de criar fármacos para humanos, mas no sentido 
de sintetizar substâncias que a protejam e assegurem a sua sobrevivência. Dessa forma, é 
fácil perceber que alguns fármacos vegetais têm um efeito curativo mas possuem também 
um elevado grau de toxicidade, passível de induzir efeitos nefastos (Sneader, 2006). 
De novo, a comunidade científica via-se forçada a trabalhar para minimizar estes 
riscos. Surgia então, a partir da segunda metade do século XIX, a síntese química. O 
paradigma natural dava lugar ao paradigma laboratorial. 
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Farmacologia tradicional – o impulso da síntese química 
 
A síntese química veio revolucionar a produção de medicamentos. Um exemplo 
que ilustra este facto é o medicamento mais comercializado em todo mundo, o ácido 
acetilsalicílico (Warner & Mitchell, 2002). Teve início na fase natural já referida, em que 
Hipócrates descreve o efeito analgésico e antipirético da casca de salgueiro-branco (Salix 
alba) triturada (Mahdi, Mahdi, & Bowen, 2006). Ainda de acordo com estes autores, estes 
efeitos terapêuticos devem-se ao ácido salicílico, molécula igualmente responsável pela 
sua moderada toxicidade. No século XIX, a síntese química viria a contornar problemas 
desta natureza. Em 1897, a Bayer anuncia a síntese laboratorial da forma purificada de 
ácido acetilsalicílico. Hoffman, sob a supervisão de Eichengrün, conjuga o ácido 
salicílico com o radical acetato, dando origem ao primeiro medicamento produzido na 
indústria farmacêutica (Sneader, 2000). 
Já no âmbito dos fármacos etiotrópicos, surge outro exemplo da utilidade da 
síntese química no início do século XX. Alexander Fleming, bacteriologista escocês, 
descobre em 1929 um fármaco que viria a revolucionar o mundo: a penicilina. Juntamente 
com a sua equipa, foi capaz de reconhecer a capacidade bactericida sobre Staphylococcus 
desta substância, isolada a partir de colónias do género Penicillium (Demain & Elander, 
1999). A sua eficácia antimicrobiana estava então perfeitamente estabelecida mas 
continuava em cima da mesa o problema da produção. A quantidade produzida em 
laboratório não cobria as necessidades mínimas, principalmente tendo em conta que 
deflagrava nessa década a segunda guerra mundial. A síntese química era então forçada 
a entrar neste cenário, procurando identificar a estrutura da molécula, definir uma forma 
estável e criar um método de produção em massa. Em 1945, Dorothy Crowfoot Hodgkins 
viria então a determinar, através da cristalografia por raio-X, a estrutura molecular da 
penicilina (Kademani, Kalyane, & Jange, 1999). Este passo revelou-se imprescindível 
para que esta molécula pudesse ser recriada industrialmente. Assim, entre a Merck e o 
Massachusetts Institute of Technology, John Sheehan sintetizava a Penicilina V, assim 
como um seu intermediário, o ácido 6-aminopenicilânico (Sheehan & Logan, 1959). A 
primeira das duas moléculas viria a representar um dos maiores avanços médicos do 
século passado, sendo um antibiótico de largo espetro e pondo cobro a infeções por muitos 
agentes infeciosos, resistentes até à altura. A segunda molécula funcionaria, anos mais 
tarde, como ponto de partida para outras variantes de antibióticos beta-lactâmicos. Os 
laboratórios foram contornando diversas resistências bacterianas, como as 
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betalactamases, adicionando radicais a estes núcleos. Deram assim origem, como ilustra 
a figura 1, a novas classes de antibióticos e salvaram milhões de vidas (Hamilton-Miller, 
2008). 
 
 
 
 
Estes avanços laboratoriais permitiam criar catálogos de numerosas moléculas 
com potencial ação terapêutica. Este facto criara um novo paradigma na descoberta de 
fármacos a as atenções voltavam-se para a Farmacologia clássica. Nesta, o fármaco 
hipotético é testado em células como um todo, não sendo necessário o conhecimento 
prévio do local de interação ou dum completo mecanismo fisiopatológico (Lazo, 2008). 
De acordo com o mesmo autor, a medição do efeito pretendido, executada ao nível celular 
como um todo, dita então se o fármaco tem potencial para vir a transformar-se num 
medicamento. 
Figura 1 – “Estruturas de antibióticos β-lactâmicos clássicos (à esquerda) e novos lactamos, não 
convencionais (à direita). Estão indicados os respetivos nomes e classes de antibióticos a que pertencem” 
(adaptado e traduzido de Liras & Martín, 2006). 
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A síntese química, difundida pelas emergentes empresas da indústria 
farmacêutica, veio abrir portas a novos produtos para classes terapêuticas carentes na 
primeira metade do século XX, como a antibioterapia e analgesia (J. J. Li, 2013). 
 
 
 
Farmacologia reversa – do alvo para o medicamento 
 
A Farmacologia reversa, por oposição à Farmacologia tradicional ou fenotípica, 
percorre o caminho inverso, desde o alvo terapêutico até ao fármaco candidato. A figura 
2, elaborada por Takenaka em 2008, descreve ambos os percursos. 
 
 
 
Como constata Takenaka em 2008, a Farmacologia inversa baseia-se no estudo prévio da 
enzima ou recetor do fármaco. Refere que, para que tal aconteça, é necessário um 
conhecimento a priori do mecanismo fisiopatológico da doença, onde se identificam 
Figura 2 – “Comparação entre a Farmacologia Clássica e a Farmacologia Inversa na descoberta de 
fármacos” (traduzido de Takenaka, 2008). 
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bioquimicamente as moléculas nele implicadas. O passo seguinte consiste na criação de 
uma biblioteca de compostos por screening de alto débito, donde saem os compostos 
líderes. Estes carecem no entanto de um estudo consequente, onde são avaliados 
parâmetros como a sua atividade e papel desempenhado na patologia. O composto que 
aqui reunir cumulativamente as melhores características, é então o fármaco candidato. A 
figura 3, apresentada por Hughes, Rees, Kalindjian, e Philpott em 2011, ilustra o processo 
de descoberta de fármacos por Farmacologia inversa (ou baseada no alvo). 
 
 
 
Após a descoberta do fármaco, este prossegue o seu percurso de desenvolvimento, 
onde se efetuam estudos pré-clínicos e clínicos, e onde se prepara todo o processo de 
avaliação. Todos estes passos são cruciais para a descoberta de medicamentos, aos quais 
a indústria farmacêutica presta especial atenção devido à dimensão deste processo, uma 
vez que dura em média quinze anos e ascende muitas vezes a um custo aproximado de 
mil milhões de dólares americanos (Malik, 2008). Apesar do tema deste trabalho não 
abranger a parte do desenvolvimento correspondente aos estudos clínicos, pré-clínicos e 
de lançamento no mercado, fica a nota da onerosidade e preponderância deste fator na 
indústria farmacêutica. 
 
Figura 3 – “Visão geral dos ensaios de screening na descoberta de fármacos”" 
(traduzido de Hughes et al., 2011). 
Ferramentas proteómicas e a descoberta de novos fármacos – Uma revisão crítica 
30 
 
Descoberta de fármacos – Aproximações e metodologias 
 
Como evidenciado pelo acima descrito, a descoberta de fármacos esteve sempre 
assente na evolução tecnológica. A sua magnitude tem então correspondido diretamente 
ao avanço das técnicas, dos meios laboratoriais e industriais envolvidos. A tabela 2, 
elaborada por Winquist, Mullane e Williams em 2013, resume esta evolução de 
paradigmas e conceitos. 
 
Tabela 1 – “A ascensão e queda da Farmacologia” - Parte I (traduzido e adaptado de Winquist et al., 2013). 
Era Clássica Bioquímica 
Janela temporal 1800s - 1940s 1948 - 1970 
Conceitos, teorias de 
recetores e alvos 
farmacológicos 
Recetores / alvos 
farmacológicos; 
Modelo chave-fechadura; 
Lei da ação de massas. 
Atividade intrínseca; 
Eficácia; 
Recetores de reserva e 
recetores livres; 
Cinética química; 
Controlo alostérico; 
Dessensibilização, 
taquifilaxia, tolerância. 
Conceitos 
Recetores; 
Hipótese nula. 
Isolamento de recetores; 
Subtipos de recetores; 
Canais iónicos 
ligando-dependente. 
Técnicas 
Banhos de tecidos; 
Modelos animais. 
Enzimologia; 
Bioquímica; 
Eletrofisiologia; 
Modelos patológicos 
animais; 
Linhas celulares 
imortalizada; 
Tecnologias 
associadas 
Química medicinal; 
Estatística. 
Rotulagem por afinidade; 
Radioimunoensaios. 
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Tabela 2 – “A ascensão e queda da Farmacologia” - Parte II (traduzido e adaptado de Winquist et al., 2013). 
Era Molecular Genómica Sistemas 
Janela 
temporal 
1970 - 1986 1987 - Presente 2003 - Presente 
Conceitos, 
teorias de 
recetores 
e alvos 
farmacológicos 
Coleções de 
proteínas; 
Mecanismos de 
complexo ternário; 
Oligo / dimerização; 
Tráfego de 
recetores. 
Recetores com 
ativação constitutiva; 
Tempo de residência 
no alvo. 
Eficácia 
pluridimensional; 
Sinalização 
enviesada. 
Conceitos 
Recetor acoplado 
à proteína G; 
Recetores de 
fármacos; 
Ensaio de 
segurança 
pré-clínico; 
Reducionismo. 
Moduladores 
alostéricos 
positivos 
e negativos; 
Recetores órfãos. 
Proteómica, 
epigenómica, 
metabolómica etc.; 
Análise de vias; 
Redefinição 
de fármaco; 
Replicação de dados; 
Medicina de tradução; 
Redes moleculares. 
Técnicas 
Ensaios de ligação 
por radioligandos; 
Sistemas 
recombinantes. 
Transferência 
ressonante de 
energia por 
fluorescência / 
bioluminescência; 
Cristalografia 
por raio-X; 
Imagiologia; 
Engenharia genética 
em modelos 
patológicos. 
Função do recetor; 
Recetores 
desenhados 
e ativados 
exclusivamente 
por fármacos 
de design. 
Tecnologias 
associadas 
Computador 
pessoal; 
Genética - clonagem, 
expressão, mutação 
de alvos; 
Design de 
fármacos 
auxiliados 
por computador. 
Screening de 
alto-débito; 
Bibliotecas 
de compostos 
obtidos por química 
combinatória / 
paralela; 
Mapa do 
genoma humano; 
Enciclopédia de 
elementos de ADN; 
Estudo de associação 
do genoma completo; 
Sequenciação de 
próxima geração; 
Biomarcadores; 
Bioinformática. 
Modelos animais de 
patologias humanas; 
Screening de 
alto-conteúdo; 
Screening fenotípico; 
Questionário 
para bases 
de dados públicas. 
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Descoberta de fármacos – Atualidade 
 
A descoberta de fármacos na atualidade baseia-se fundamentalmente em duas 
aproximações distintas: fenotípica e baseada no alvo. A aproximação fenotípica, 
empírica, mede a atividade de múltiplos fármacos sobre o fenótipo (in vivo, ex vivo); já a 
aproximação baseada no alvo, uma abordagem a nível molecular, mais racional, faz uso 
de ferramentas genéticas e proteómicas, da química medicinal e de modelos 
bioinformáticos para guiar o tipo de moléculas a pesquisar, doses e estudos de eficácia, 
segurança e toxicidade (Swinney, 2013). 
A figura 4, da autoria de Eder, Sedrani, & Wiesmann, em 2014, retrata então as 
principais metodologias utilizadas na atualidade. 
 
 
 
Apresentados os métodos, impõe-se averiguar se existe uma tendência 
preponderante nos laboratórios farmacêuticos. Com efeito, Eder et al., neste mesmo 
estudo publicado em julho de 2014, preconizam a intenção de perceber que rumo está 
então a tomar esta indústria que movimenta anualmente milhões de dólares. Analisaram 
os fármacos first in class autorizados pela FDA entre os anos entre 1999 e 2013 – a FDA 
torna-se uma excelente referência nesta área, uma vez que quase metade dos fármacos, 
descobertos entre 1998 e 2007, provêm dos Estados Unidos da América (Kneller, 2010). 
Os gráficos presentes na figura 5 mostram então as metodologias de onde estão a provir 
os fármacos inovadores dos últimos quinze anos. 
 
Medicamentos 
"first-in-class"
Baseados no alvo
Moléculas pequenas (NDA - new drug application)
Ex.: screening, centradas no químico, design racional.
Biológicos
(BLA - biologics license application)
Baseados em 
sistemas
Centrados no químico
Screening fenotípico
Outros
Figura 4 – “Classificação de medicamentos first in class, de acordo com a metodologia de descoberta: 
baseados no alvo e baseados em sistemas” (traduzido e adaptado de Eder et al., 2014). 
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Como se pode inferir dos dados ilustrados no gráfico 5.1, as estratégias baseadas 
no alvo apresentam um maior número medicamentos aprovados. Dentro destes, a maioria 
reside nas pequenas moléculas obtidas por screening em função do alvo terapêutico 
identificado, enquanto a restante fração representa os medicamentos biológicos. Já as 
estratégias baseadas em sistemas apresentam resultados inferiores. Nesta abordagem, a 
maioria dos medicamentos são centrados no químico. Esta metodologia baseia-se na 
identificação de compostos com atividade terapêutica provindos de plantas ou 
microrganismos; na derivação química de compostos endógenos com atividade 
fisiológica no ser humano; ou ainda por síntese química, apostando em variações de 
fármacos descobertos anteriormente por serendipidade. 
O gráfico 5.2 revela que existem, em número absoluto, mais fármacos inovadores 
a ser lançados no mercado através de estratégias baseadas no alvo, do que através de 
estratégias baseadas em sistemas. Porém, percebe-se também que não existe uma clara 
tendência de crescimento ao longo do tempo para nenhuma das metodologias, sendo 
ambas utilizadas com grande frequência na atualidade. 
 
 
 
 
Figura 5 – “Descoberta de medicamentos first in class aprovados pela FDA entre 1999 e 2013” 
(traduzido de Eder et al., 2014). 
Fig. 5.1      Fig. 5.2 
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Futuro na descoberta de fármacos – Reposição de medicamentos e métodos futuros 
 
 Como tem sido divulgado no meio farmacêutico, a pipeline de medicamentos 
atravessa neste momento alguma estagnação. Desta forma, urge criar ou recriar 
medicamentos para indicações ainda por cobrir no prontuário terapêutico. A figura 6, 
criada por Jin & Wong em 2013, retrata as metodologias utilizadas neste processo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Desta forma, a reposição pode ser centrada no fármaco, onde este é sujeito a testes 
adicionais e, por serendipidade, é descoberta eficácia para uma nova patologia; é 
descoberta uma nova atividade terapêutica para o fármaco ou este inibe um alvo noutra 
doença (Jin & Wong, 2013).  Ainda de acordo com estes autores, a reposição pode ser 
orientada para a patologia, onde a via metabólica envolvida pode ser um alvo importante 
numa outra patologia; e ainda orientada para o tratamento dirigido a um alvo específico, 
onde a mesma proteína pode vir a revelar-se importante noutra patologia. 
Dada a pressão económica ubíqua em todo o setor farmacêutico, a indústria vê-se 
obrigada a desenvolver novas estratégias para que o fluxo de fármacos e as necessidades 
da população sejam cobertas. Tendo-se iniciado numa era puramente empírica, 
atravessando uma fase essencialmente científica, regressa agora a necessidade de olhar 
para o fármaco não como uma simples molécula mas como parte integrante na resolução 
de uma disfunção num organismo vivo. Aqui entra a proteómica e as ferramentas que lhe 
estão associadas, numa era biotecnológica em constante progressão. 
Figura 6 – “Categorização dos métodos de reposição de medicamentos já existentes” 
(traduzido de Jin & Wong, 2013). 
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FERRAMENTAS PROTEÓMICAS 
 
Introdução à proteómica 
 
 “A proteómica é o estudo em larga escala da estrutura e função de proteínas 
presentes numa amostra biológica complexa” (Chandramouli & Qian, 2009) e foi um 
termo cunhado por Marc Wilkins em 1994, no desenvolvimento da sua tese de 
doutoramento nesta área (Wilkins, 2009). 
Para a génese desta disciplina, como em tantas outras na área da ciência, foram 
necessárias algumas tecnologias que a sustentassem. Décadas de evolução em técnicas 
como separação de proteínas, espetrometria de massa, sequenciação e anotação do 
genoma de diversos organismos, incluindo o humano, microarranjos e algoritmos de 
pesquisa de proteínas criaram as condições necessárias (Šamaj & Thelen, 2007). 
Hoje, vinte anos após o seu surgimento, algumas barreiras da proteómica já foram 
ultrapassadas mas continuam a existir algumas limitações nas metodologias e processos, 
como abordado mais à frente. Não obstante, continua a ser uma ciência em crescimento, 
como o comprova o número de artigos publicados anualmente, apresentado em gráfico 
por Gu & Yu, em 2014. 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 – “Artigos de pesquisa publicados anualmente (excluindo 
revisões, abstracts, editoriais ou comentários), contendo as palavras-chave 
“proteómica” ou “proteoma”, baseado numa pesquisa no Thompson 
Reuters Web of Knowledge Science Citation Index” (traduzido de Gu & 
Yu, 2014). 
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Proteoma – O passo seguinte ao genoma 
 
Como já referido, o proteoma foi um termo introduzido por Wilkins, na primeira 
conferência de Siena, em 1994 (Wilkins & Appel, 2007). Uma das definições propostas 
para o conceito de proteoma corresponde às “proteínas presentes numa amostra (tecido, 
organismo, cultura celular) num determinado momento” (Neha & Harikumar, 2013). 
 Em 1941, Beadle e Tatum realizam uma experiência com o bolor Neurospora 
crassa, onde estirpes mutadas através de raio-X não apresentam enzimas essências na sua 
via metabólica. Através de meios diferenciais, supuseram que os genes atuavam mediante 
a produção de enzimas, e cada gene levava à síntese de uma única enzima (Beadle & 
Tatum, 1941). Esta hipótese, apelidada por Horowitz de “Um gene, uma enzima”, é hoje 
tida como uma simplificação demasiado redutora e que não corresponde à realidade 
(Bussard, 2005). 
Outra teoria impulsionadora na área da genética foi apelidada pelo seu autor como 
“O dogma central da biologia molecular”. Foi apresentada por Francis Crick e estabelece 
a relação entre os ácidos nucleicos e a expressão de proteínas (Crick, 1970). Numa 
imagem mais atual, a figura 8 ilustra este paradigma. 
 
 
 
 
 
Esta expressão de proteínas no organismo é controlada a cada instante por diversos 
fatores, intrínsecos e extrínsecos, como “saúde vs. doença”, a natureza de cada tecido, o 
estado de desenvolvimento celular ou tratamentos farmacológicos” (Neha & Harikumar, 
2013). 
O conceito de proteoma realça particularmente a sua natureza mutável pois, ao 
invés da relativa estabilidade do genoma, o proteoma sofre constantes alterações 
induzidas pela sinalização intra- e extracelular. Um exemplo clássico, ilustrativo deste 
conceito, é o das espécies que sofrem metamorfose. O seu genoma mantém-se inalterado 
desde o estado larvar até ao imago. O seu proteoma, porém, atravessa fases muito 
díspares, de acordo com a necessidade do organismo (Warren, 2011). Este facto foi 
Figura 8 – "O dogma central da biologia molecular” (traduzido de Koonin, 2012). 
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percecionado laboratorialmente, uma vez que a identificação e quantificação das 
proteínas não tinha correlação direta com o transcriptoma (coleção do ARN mensageiro, 
ribossómico, transportador, linc e microARN presente na célula) e nem todas as proteínas 
eram expressas em todos os locais do organismo e ao mesmo tempo (Rogers et al., 2008). 
Assim, faz sentido pensar no proteoma como a coleção de proteínas expressas num 
determinado conjunto celular, num determinado tempo e em determinadas condições. 
 Somados a este facto, mecanismos como o splicing alternativo ou as 
modificações pós-traducionais (MPT) conferem uma natureza ainda mais variável às 
proteínas expressas (Šamaj & Thelen, 2007). 
 
 
 
O splicing alternativo, presente na figura 9, é um mecanismo através do qual os 
exões se combinam de forma alternativa ao splicing geral. Desta forma, um só gene 
codifica diferentes ARNm, que originarão diferentes proteínas (Mackereth et al., 2011). 
As MPT são alterações induzidas no polipéptido após a sua tradução. Nela estão 
incluídas reações como as de acetilação, fosforilação, ubiquitinação, metilação ou a 
formação de pontes dissulfeto. Estas modificações podem ter um papel ativador, 
inativador, regulatório, entre outros, conferindo variabilidade na forma e função da 
proteína expressada (Xu et al., 2014). 
 
Figura 9 – Mecanismo de splicing alternativo (traduzido do sítio do National Human Genome Research 
Institute - (INHGR, 2014)). 
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Tais mecanismos vieram destituir o dogma central da biologia “um gene, uma 
proteína”, dado que que hoje se sabe que um gene codifica, na maioria das vezes, mais 
do que uma proteína (Wilhelm et al., 2014). 
Por exemplo, a última atualização no estudo do proteoma humano, existem cerca 
de 20 687 genes codificantes. Destes, 17 294 foram analisados, tendo em conta as 
proteínas que codificavam. Foram então apresentados os proteomas de 30 amostras de 
humanos, sendo 17 de adulto, 7 fetais e 6 de hemocitoblastos purificados, concluindo que 
dariam origem a cerca de 293 000 péptidos não redundantes (Kim et al., 2014). A título 
exemplificativo, a figura 10 ilustra o proteoma do plasma humano, tal como descrito no 
mesmo estudo. 
 
 
 
Tendo em conta a superioridade numérica em várias ordens de grandeza das 
proteínas, face ao número de genes que as codificam, é então intuitivo perceber que um 
gene terá de codificar bem mais do que uma proteína (Burkard et al., 2011). O splicing 
alternativo, as MPT, as interações proteicas e variabilidade na expressão de acordo com 
a sinalização intra- e extra celular constituem então fatores de dificuldade acrescida no 
estudo do proteoma. É, comparativamente com o estudo do genoma, um desafio de maior 
complexidade, que carece de meios tecnológicos e laboratoriais mais avançados, 
apresentados seguidamente como ferramentas proteómicas. 
 
 
 
Figura 10 – “Abundância relativa das proteínas de abundância elevada, moderada e baixa no plasma 
humano” (traduzido e adaptado de Shi et al., 2012). 
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Ferramentas proteómicas 
 
Como foi demonstrado, o estudo do proteoma envolve um elevado grau de 
complexidade, passível de ser restringido a diversas sub-áreas, como ilustra a figura 11. 
Para o estudo das diversas áreas e respetivos objetivos e processos, houve a necessidade 
de se desenvolver diversas técnicas. 
 
 
A figura 12 representa um fluxo de trabalho no qual estão presentes as técnicas 
mais utilizadas atualmente na caracterização de proteínas. Apesar de coligir as 
ferramentas proteómicas de maior relevância, existem muitas outras técnicas ao dispor do 
estudo proteómico. A escolha da metodologia dependerá sempre de fatores como o tipo 
de amostra a analisar, dos equipamentos e reagentes disponíveis, do tipo de estudo 
pretendido ou do custo total da operação (Villanueva, Carrascal, & Abian, 2014). 
Posto isto, apresentar-se-ão os aspetos relevantes sobre as técnicas mais utilizadas 
em proteómica: a eletroforese 2D, a espetrometria de massa e os sistemas 
bioinformáticos. Estes métodos visam, respetivamente, a separação, 
identificação/caracterização e comparação das amostras proteicas. 
 
Proteómica 
estrutural
Composição de 
organitos
Isolamento de 
subproteomas
Complexos 
proteicos
Proteómica 
funcional
Genómica de 
leveduras
Complexos 
purificados por 
afinidade
Ratos knockout
Proteómica 
interacional
Two-hybrid 
screening
Coprecipitação
Disposição de 
fagos
Exploração 
do proteoma
Descoberta de 
fármacos
Identificação e 
validação de 
alvos
Disposição 
diferencial
Perfis de 
expressão 
proteica
Microbiologia 
médica
Transdução de 
sinal
Mecanismo 
fisiopatológico
Modificações 
pós-
-traducionais
Glicosilação
Fosforilação
Proteólise
Figura 11 – Tipos de proteómica e sua aplicação na biologia molecular 
(traduzido e adaptado de Graves & Haystead, 2002). 
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Figura 12 –Visão esquemática sobre identificação, perfil de expressão e interação proteica, utilizando 
ferramentas proteómicas (traduzido e adaptado de Butterfield, Gu, Di Domenico, & Robinson, 2014). 
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Eletroforese 
  
 A eletroforese 2D é um dos métodos clássicos para separação de proteínas, sendo 
mesmo anterior ao aparecimento da proteómica. Foi muito graças a ela que a proteómica 
conseguiu surgir como disciplina, uma vez que possibilitava a deteção, separação e 
quantificação de misturas proteicas complexas, expressas em sistemas celulares ou 
amostras biológicas (Rabilloud, 2002). 
Esta técnica baseia-se na disposição de componentes proteicos de uma amostra 
num gel, de acordo com a sua mobilidade eletroforética. Esta mobilidade está diretamente 
dependente de propriedades físico-químicas da molécula proteica, que aqui representam 
coordenadas no gel, como a carga elétrica (eixo das abcissas) ou a massa molecular (eixo 
das ordenadas) (Banach, Adaszek, Wyłupek, Winiarczyk, & Winiarczyk, 2013). A figura 
13 retrata os resultados obtidos com esta mesma técnica. 
 
 
 
 Na sua génese, a eletroforese baseava-se apenas numa dimensão, isto é, as 
proteínas eram separadas apenas com base num parâmetro físico-químico. Este método 
era claramente insuficiente pois, se eram separadas, por exemplo, de acordo com a sua 
carga elétrica, poderiam continuar agrupadas proteínas de pesos moleculares muito 
díspares. (Banach et al., 2013). O’Farrel apresentou um método inovador que permitia a 
separação de proteínas em duas dimensões, o ponto isoelétrico (pI) e a massa molecular 
(Mr). Assim, a separação de acordo com a primeira dimensão era obtida por focagem 
isoelétrica – IEF (isoelectric focusing) – e a segunda dimensão por eletroforese em gel de 
Figura 13 – Dois géis de poliacrilamida para eletroforese 2D com colorações 
(traduzido de Magdeldin et al., 2014). 
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Figura 14 – “Fluxo de trabalho para separação de proteínas por técnicas eletroforéticas” 
(Garfin & Ahuja, 2005), ilustrado com figuras cedidas pelos laboratórios Bio Rad (Bio 
Rad, 2014). 
poliacrilamida, em condições desnaturantes – SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis) (O’Farrell, 1975). 
Uma vez que a técnica ainda é amplamente utilizada, será feita uma descrição dos 
materiais e métodos envolvidos atualmente na IEF e na SDS-PAGE, da sua utilização em 
proteómica, assim como as suas principais vantagens e desvantagens. O fluxo de trabalho 
proposto na figura 14 é o habitual na utilização de técnicas eletroforéticas para separação 
de proteínas (Garfin & Ahuja, 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IEF – Focagem isoelétrica 
 
 A focagem isoelétrica é uma técnica eletroforética, através da qual, compostos 
anfotéricos são fracionados de acordo com o seu ponto isoelétrico (pI), ao longo de um 
gradiente de pH (Righetti, 2004). A propriedade das proteínas que permite usar esta 
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técnica é o facto de a carga elétrica total ser determinada pelo pH do meio e, dessa forma, 
as proteínas admitem carga positiva, negativa ou neutra, em função do pH envolvente 
(Davey & Lord, 2003). 
Esta carga total é determinada pela soma das cargas positivas e negativas da 
proteína a um dado pH, conferidas pela cadeias laterais ionizáveis, acídica ou básicas, 
constituintes dos aminoácidos proteicos e do grupo prostético. Desta forma, quando o 
número de grupos acídicos excede o de grupos básicos, o pI da proteína situar-se-á a um 
pH inferior a 7 e esta diz-se acídica. O inverso é igualmente verdade (Davey & Lord, 
2003). 
As proteínas podem apresentar pI muito díspares. Situam-se habitualmente entre 
um pH de 3 e 12 mas a grande maioria está entre 4 e 7 (Wilkins & Appel, 2007). Os 
mesmos autores referem ainda que, devido ao facto de as proteínas serem estruturas 
anfotéricas, podem comportar-se como ácidos ou bases, havendo variações na sua carga 
global. Assim, quando presentes num gradiente de pH imobilizado – IPG (immobilized 
pH gradient) – abaixo do seu valor de pI adquirem carga positiva e migrarão para o 
cátodo, enquanto se estiverem numa solução com pH acima do seu valor pI, migrarão 
para o ânodo (Righetti, 2004). Durante este deslocamento, as proteínas poderão ganhar 
ou perder protões, de acordo com o pKa das cadeias laterais dos resíduos de aminoácidos 
e atingirão um ponto onde as cargas elétricas negativas compensarão as cargas positivas 
(carga global nula). Terão então alcançado o seu ponto isoelétrico e a sua migração 
cessará. Se a proteína continuar a sua migração, protonará ou desprotonará novamente e 
tende a regressar à zona de equilíbrio elétrico (Righetti, 2004). Deste modo, cada proteína 
atingirá, a velocidades diferentes, um foco no gel, correspondente à neutralidade de 
cargas. Tal facto confere a designação atribuída a esta técnica, focagem isoelétrica. Por 
tal acontecer, a amostra pode ser colocada em qualquer parte do gel pois, no fim do 
processo, cada proteína migrará e ficará retida na sua zona isoelétrica, independentemente 
do seu tamanho ou massa molecular, como ilustra a figura 15 (Rabilloud & Lelong, 2011). 
Para resolução de proteínas com um pI entre 7 e 11, é utilizada a técnica de IPG em não-
equilíbrio (NEPHGE – non-equilibrium pH gel electrophoresis), com funcionamento 
semelhante à IEF em IPG mas com a polaridade invertida (Bjarnadóttir & Flengsrud, 
2014). 
 
Ferramentas proteómicas e a descoberta de novos fármacos – Uma revisão crítica 
44 
 
 
Uma vez abordado o conceito teórico no qual assenta a IEF, apresenta-se agora a 
parte laboratorial do procedimento. Para a sua execução, são utilizadas fitas com um 
gradiente de pH. A figura 16 ilustra uma montagem IPG-IEF.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 – “Resolução por IEF de uma mistura proteica num IPG com pH entre 3 e 10, de acordo com o 
pI de cada proteína, independentemente do seu tamanho” (traduzido e adaptado do sítio da Bio Rad, 2014). 
Figura 16 – Eletroforegrama de proteínas padrão focadas em IPG-IEF, com diferentes tempos de corrida e 
respetiva representação esquemática (traduzido e adaptado de Guo et al., 2013). 
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 O primeiro passo é a extração de proteína da amostra, que carece desta preparação 
antes de ser sujeita ao à IEF. A adição de SDS, um detergente aniónico, é habitualmente 
utilizado com a dupla função de solubilizar as proteínas e inibir enzimas proteolíticas. 
Porém, uma vez que interfere com a carga proteica, não é adequado para IEF. Assim, 
utilizam-se detergentes, sendo o Triton X-100 e o CHAPS os de eleição para este efeito. 
O primeiro é um detergente não iónico com elevada capacidade de dissolução da 
membrana; o segundo é um detergente zwitteriónico, derivado de sais de bílis, tendo 
ampla utilização na solubilização das proteínas membranares mas mantendo a relativa 
integridade da membrana, devido à posição quase paralela com que estabelece a ligação 
(Rodi, Bocco Gianello, Corregido, & Gennaro, 2014). A figura 17 representa a estrutura 
de ambos os detergentes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para lisar as células é utilizado um tampão de lise com agentes caotrópicos, 
com a possível constituição: 7M de ureia, 2M de tioureia, 4% (m/v) de CHAPS, 
anfólitos a 2% (v/v, pH 3 a 10) e um agente redutor como o mercaptoeptanol  (2-
ME) ou o ditiotreitol (DTT) a 1% (m/v) . 
Numa fase posterior à lise da célula, é ainda necessária a remoção de 
material desnecessário e passível de contaminar a IEF. Assim, são adicionados 
Figura 17 – Estrutura química do detergente não iónico Triton X-100 e do detergente 
zwitteriónico CHAPS (adaptado de Rodi et al., 2014). 
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solventes para remover os lípidos, nucleases para remoção de ácidos nucleicos, ou 
tratamento com diálise para remoção de moléculas iónicas. 
Extraídas as proteínas, estas são reidratadas durante a noite com um 
tampão, solubilizando e desnaturando as proteínas, preparando-as para a 
eletroforese. 
 
Concluído o procedimento de IEF, as proteínas ficam então separadas de acordo 
com o seu pI. Uma das vantagens da 2-DE é que a resolução adquirida pela IEF não se 
perde com o segundo processo eletroforético, uma vez que o gel obtido na IEF é 
transposto para a posterior SDS-PAGE (Magdeldin et al., 2014). As desvantagens da IEF 
assentavam na grande variabilidade entre focagens e a tendência para o desvio catódico 
(perda progressiva de proteínas básicas durante focalizações elétricas demoradas) 
(Rabilloud & Lelong, 2011). O problema foi ultrapassado quando se percebeu que o 
problema estaria no meio de acrilamida, passando então a ser utilizado o immobilized pH 
gradient (IPG), onde os anfólitos constituintes do gradiente de pH se encontram 
imobilizados covalentemente. Este fator incrementou enormemente a reprodutibilidade 
deste método. 
Uma vez que esta técnica é o ponto de partida para a grande maioria das atividades 
na área da proteómica, contínuos investimentos continuam a ser feitos no sentido de obter 
melhor fiabilidade, reprodutibilidade, resolução e custos. Assim, a tendência tem sido 
aumentar os sistemas eletroforéticos, uma vez que, com gradientes de pH de maiores 
dimensões, consegue aumentar-se drasticamente a resolução deste método (Iori, Rattazzi, 
& Millioni, 2014). 
 
SDS-PAGE 
 
 Como já foi referido, a SDS-PAGE é o segundo passo da eletroforese de duas 
dimensões. Enquanto o primeiro passo separa as proteínas de acordo com o seu ponto 
isoelétrico, a SDS-PAGE visa separá-las de acordo com a sua massa molecular. Como 
técnica eletroforética, possui bastantes semelhanças com o passo anterior, nomeadamente 
a existência de um campo elétrico que arrasta as proteínas mas, aqui, a velocidade de 
migração das proteínas vai estar direta e unilateralmente relacionada com a sua massa 
molecular.   
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 O contacto da amostra com o dodecil sulfato de sódio (SDS) é o primeiro passo 
da segunda dimensão, visando envolver as proteínas com as cargas negativas do SDS e 
promover o equilíbrio elétrico da fita (Rabilloud & Lelong, 2011). 
O gel de poliacrilamida, por vezes também utilizado na primeira dimensão deste 
processo de separação, é outra parte fundamental deste sistema. Trata-se de uma mistura 
de acrilamida e bisacrilamida, cuja polimerização tem início com os radicais persulfato e 
deve ser catalisada com tetrametiletilenodiamina a 0,1 e 0,2% v/v (TEMED) (Rabilloud, 
2002). A polimerização ocorrida entre a acrilamida e a bisacrilamida varia de acordo com 
a percentagem presente de cada composto e resulta num gel de elevada resolução, 
resistente e quimicamente inerte. O número de ligações cruzadas vai ditar a porosidade 
do gel e o tipo de moléculas a separar – para proteínas, um rácio de 40:1 entre 
acrilamida:bisacrilamida. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18 – “Reação de polimerização na formação do gel de poliacrilamida” (traduzido de Rabilloud, 2002). 
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Finalizada a corrida eletroforética, segue-se outro passo crucial na técnica de 
PAGE, a coloração do gel. Será esta que permitirá revelar a localização e abundância de 
cada proteína e, consequentemente, do seu pI e Mr (Garfin & Ahuja, 2005). 
Apresenta-se então a tabela 3, onde figuram os principais corantes utilizados na 
coloração de proteínas. 
 
Tabela 3 – “Corantes habitualmente utilizados para proteínas após separação eletroforética em gel de 
poliacrilamida.   a Os limites de deteção são valores médios, uma vez que cada proteína pode corar 
individualmente com maior ou menor intensidade. ” (traduzido de (Magdeldin, 2012). 
 
Corante Limite de deteção a (ng) 
Negro de amido 400 
Azul de Coomassie 200 
Vermelho Nilo (reversível) 20 
Nitrato de Prata 1 
Rubi SYPRO 0,5 
 
 
A escolha do corante está subjacente a alguns fatores. O Nitrato de Prata, por 
exemplo, apresenta uma sensibilidade muito aceitável mas nem sempre é compatível com 
a espetrometria de massa, passo subsequente à eletroforese. 
Para resolver problemas desta natureza, algumas marcas comerciais induziram 
alterações em marcadores conhecidos, compatibilizando-os com a MS, ou criaram até 
corantes fluorescentes. Um exemplo destes novos corantes é o Rubi SYPRO, umas das 
referências atuais, dada a sua compatibilidade e limite de deteção (Magdeldin, 2012). 
Outro dos corantes mais utilizados atualmente é o Azul de Coomasssie. Este 
corante aniónico tem uma hidrossolubilidade aceitável mas, ainda assim, consegue 
estabelecer ligações com proteínas membranares, devido às suas propriedades 
hidrofóbicas. Este corante apresenta algumas semelhanças a um detergente aniónico, uma 
vez que tem a capacidade de dissociar ligações lábeis perante um detergente mas, por 
outro lado, mantém as unidades respiratórias intactas. Esta propriedade torna-se 
particularmente útil no estudo de proteínas membranares da mitocôndria (Wittig, Braun, 
& Schägger, 2006). 
Após coloração das proteínas, obtém-se uma imagem semelhante à da figura 19. 
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Para a análise do gel obtido no final da eletroforese existem hoje em dia diversos 
softwares de imagem especializados, como o Flicker, o PDQuest ou o Delta 2D 
(Bjarnadóttir & Flengsrud, 2014). Estes softwares têm a capacidade de, após digitalização 
do gel, fazer alinhamento de diversos géis, analisar manchas, o seu centro, o raio de 
difusão e efetuar tratamento estatístico (ANOVA). Em suma, determinando o pI e Mr da 
molécula por comparação com os padrões, o software é um excelente auxílio na 
identificação da molécula em questão. Outra ponto de enorme relevância neste tipo de 
softwares é a possibilidade de comparar níveis de expressão em diferentes condições, 
como em amostras onde se procurem biomarcadores patológicos, por exemplo. 
O último passo visa remover a proteína isolada no gel para posterior identificação. 
Desta forma, os spots de interesse identificados no gel são excisados manualmente ou 
através de um robô spot-picker, inseridos num microtubo, onde ocorre digestão das 
Figura 19 – “Comparação de métodos de coloração de proteínas do plasma humano” 
(traduzido e adaptado de Desrosiers, Beaulieu, Buchanan, & Béliveau, 2007) 
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proteínas em tripsina, uma protease específicas (Rabilloud & Lelong, 2011). Após a 
digestão, executa-se a eluição dos péptidos e sua aplicação numa placa de MALDI, tendo 
estes dimensão própria para serem analisados por espetrometria de massa. 
Apesar de este ser um método bem estabelecido e capaz de separar 
simultaneamente mais de mil proteínas, de ser útil na identificação de proteínas com MPT 
ou ainda na comparação de proteínas ausentes em genes knocked out, continua a 
apresentar algumas desvantagens (Bunai & Yamane, 2005). Limitações como baixa 
capacidade de amostra, separação insuficiente de proteínas hidrofóbicas e acídicas ou a 
incapacidade de separar proteínas com mais de quatro domínios transmembranares, são 
alguns dos problemas ainda por contornar. 
Não obstante, este processo de separação prévio à análise por MS é essencial, dado 
o elevado número de diferentes moléculas presentes numa amostra biológica. Este facto 
torna-se bastante evidente numa amostra de plasma, por exemplo. Se se quiser detetar 
biomarcadores (toxicológicos, patológicos, entre outros), muitas vezes presentes em 
concentrações na ordem do ng/ml ou pg/ml, é essencial que se retirem primeiro as 
proteínas mais abundantes, muitas vezes presentes na ordem do mg/ml, para que seja 
possível a deteção das proteínas de menor abundância (Shi et al., 2012).7 
 
 
 
 
DIGE – Difference gel electrophoresis 
 
Especialmente na área da proteómica comparativa, surge a necessidade de 
comparar vários géis, contendo amostras de vários indivíduos ou populações. Na 2-DE a 
comparação entre géis não está imune ao viés da variabilidade deste método. Desta forma, 
poderiam obter-se resultados com menor fiabilidade. A DIGE surge então no sentido de 
facilitar esta comparação entre proteínas de amostras diferentes, uma vez que permite a 
migração de diferentes amostras num só gel (Pasquali, Serchi, Renaut, Hoffmann, & 
Bohn, 2013). 
Este facto é possível devido à marcação de cada uma das amostras com um 
conjunto de corantes fluorescentes, sendo estes os compostos chave deste método. Assim, 
é necessária a validação de alguns pressupostos. Cada conjunto de corantes terá de reagir 
com o mesmo resíduo de aminoácido; devem preservar a carga do aminoácido alvo; os 
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corantes devem ter uma Mr semelhante; devem ter características fluorescentes distintas, 
permitindo corar diferencialmente cada amostra (Minden, Dowd, Meyer, & Stühler, 
2009). 
Este processo decorre, a par dos processos já referidos, num gel de poliacrilamida. 
As dimensões do gel são variáveis, dependendo delas o poder de resolução. Após a 
migração das proteínas e a ligação com o corante para o qual possuem afinidade, o 
resultado é um gel com pontuações de diversas cores, referentes às diferentes amostras. 
Mantêm as duas dimensões, pI e Mr. A figura 20 ilustra um exemplo do resultado obtido 
num gel de DIGE. 
 
Figura 20 – Proteínas extraídas de diferentes estirpes de Toxoplasma gondii. Foram separadas na primeira 
dimensão com pH entre 4 e 9 e na segunda dimensão através de SDS-PAGE num gel a 12%. Ambas as 
estirpes apresentam expressão de proteínas, corando diferencialmente de verde e vermelho. Através do 
software utilizado, é possível identificar quais as proteínas mais abundantes e em que estirpe estão 
presentes. 
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MS – Espetrometria de massa 
 
 Uma das metas da proteómica passa pela identificação e caracterização massiva 
dos mais variados proteomas, começando pelo humano, passando por espécies 
bacterianas de interesse laboratorial ou até de vegetais com interesse industrial. Este 
estudo inclui as proteínas expressas, as isoformas por splicing, as proteínas com MPT, a 
estrutura dos seus domínios e atividade funcional (Han, Aslanian, & Yates, 2008). 
A MS é um método de identificação e quantificação utilizado em proteómica e 
avalia essencialmente o rácio massa/carga (m/z) de iões em fase gasosa através dum 
aparelho denominado espetrómetro, que apresenta os seguintes constituintes (Wilhelm et 
al., 2014): 
Fonte de iões que converte as moléculas da amostra em iões em fase 
gasosa; 
Analisador que separa a amostra ionizada de acordo com o seu m/z; 
Detetor que capta o número de iões a cada m/z. 
 
Diversas técnicas foram então criadas para melhorar cada um destes passos ou os 
componentes neles envolvidos. Assim, surgiram duas técnicas revolucionárias de 
ionização, por serem capazes de ionizar péptidos e proteínas: ionização por eletrospray 
(ESI – electrospray ionization) e dessorção/ionização com laser assistido por matriz 
(MALDI – matrix-assisted laser dessorption/ionization) (Han et al., 2008). Existem 
essencialmente quatro tipos de espetrómetros: quadrupolo (Q – quadrupole); captura de 
iões quadropolo e linear (QIT – quadrupole ion trap e LIT – linear ion trap); tempo de 
voo (TOF – time of flight) e analisador por ressonância iónica ciclotrónica com transforma 
de Fourier (FTICR – Fourier-transform ion cyclotron resonance), podendo ainda haver 
analisadores mistos, que combinam algumas destas tecnologias (Hager, 2004). A figura 
21 ilustra os espetrómetros de massa mais comuns. 
Em 1999 é criado um espetrómetro que ainda hoje consegue conciliar múltiplas 
vantagens num só aparelho – o Orbitrap. Nele, os iões são capturados orbitam em torno 
de um elétrodo fusiforme central que oscila harmonicamente ao longo do seu eixo com 
uma frequência característica dos seus valores de m/z, induzindo uma imagem nos 
elétrodos externos que, após a transformada de Fourier, gera um espetro (Hu et al., 2005). 
Possui uma resolução de 40 000 e medições de massas na ordem dos 2 ppm. 
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Proteómica diferencial e aplicações farmacêuticas 
 
A proteómica diferencial divide-se duas grandes classificações que acabam por 
englobar as técnicas já mencionadas: bottom-up e top-down, ambas ilustradas no esquema 
presente na figura 21. Ambas os percursos visam o estudo da estrutura, expressão e 
interação das proteínas. Não é um processo de uso exclusivo na área do medicamento mas 
esta informação tem especial relevo no design de fármacos. Viabiliza então a descoberta 
de moléculas que que se adaptem farmacocinética e farmacodinamicamente às proteínas 
alvo de interação em vias patológicas. 
Tendo este esquema em conta, serão apresentadas algumas metodologias 
comummente utilizadas na área farmacêutica: 
 
MS tandem 
(MS/MS, espetrometria massa/massa ou MS2) (Schirle, Bantscheff, & Kuster, 
2012): Nesta metodologia, são efetuadas diversas espetrometrias em cadeia onde, a cada 
Figura 21 – “Estratégias para identificação e caracterização de proteínas com base em MS” 
(traduzido de (Han et al., 2008). 
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passo, vai ocorrendo uma fragmentação da amostra, no sentido de refinar as moléculas 
obtidas ao longo do processo. 
Proteómica shotgun 
Esta metodologia surge no sentido de dar resposta a proteínas que até à altura não 
eram passíveis de ser resolvidas, tais como proteínas em baixas concentrações, aberrantes 
e proteínas membranares com múltiplos domínios (Gilmore & Washburn, 2010). Esta 
técnica baseia-se na extração de proteínas e na sua imediata digestão com proteases 
específicas. Os péptidos assim gerados são separados por HPLC, segregando-se a amostra 
de acordo com o seu m/z e prosseguindo para um MS tandem. Esta técnica aumenta a 
eficiência e sensibilidade e tem sido utilizada para fingerprint de péptidos e proteínas. 
A figura 22 (A - D) ilustra a técnica e suas variantes atuais. O esquema de trabalho 
22 A é o método utilizado mais frequentemente e inclui os seguintes passos (Meissner & 
Mann, 2014): 
 
1 – Extração de proteínas de tecidos, fluidos corporais, células ou 
compartimentos subcelulares; 
2 – Digestão proteolítica; 
 3 – Os péptidos são separados por ultra-HPLC; 
4 – Os péptidos são ionizados por ESI, fazendo com que as suas massas e 
fragmentos de massa atinjam o espetrómetro de massa; 
 
 
Figura 22 – Esquema de trabalho em proteómica shotgun (traduzido de Meissner & Mann, 2014). O esquema 22 
A é o utilizado atualmente, com uma linha proteómica baseada em LC-MS. As seguintes variantes incluem passos 
de enriquecimento para amostras cujo alvo contenha: 
22 B: proteínas em compartimentos subcelulares; 
22 C: interação proteica; 
22 D: péptidos com MPT. 
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 Quanto às aplicações específicas da MS na área farmacêutica, Schirle apresenta 
em 2012 um esquema que ilustra as principais aplicações desta tecnologia, aqui presente 
na figura 24. 
 
Figura 23 – “Representação esquemática de exemplos de fluxos de trabalho proteómico relacionados com 
a descoberta de fármacos” (traduzido de Schirle et al., 2012). 
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Nos quatro casos presentes na figura 24, a quantificação proteica é obtida, em 
todos eles, por SM quantitativa, sendo passível de realizar marcação com isótopos. 
No método A são traçados os perfis da proteína global e da proteína com MPT 
após exposição ao fármaco. Os resultados são comparados com um tecido ou animal 
controlo, sem administração de fármaco. No final da exposição ao fármaco, as proteínas 
são extraídas, digeridas em péptidos e analisadas por CL associada a MS em tandem. 
No método B, é traçado um perfil de afinidade farmacológica, utilizando 
proteómica química dirigida ao centro do fármaco, baseado numa biomolécula ativa. A 
especificidade da ligação proteica à matriz farmacológica é testada face à competição 
com fármaco livre. 
No método C, é traçado um perfil de seletividade. As sondas são desenhadas de 
forma a permitir a ligação e subsequente purificação em relação a toda uma classe de 
proteínas extraídas, como as quinases. Num segundo passo, as sondas e os alvos ligados 
são purificados através de uma cromatografia de afinidade antes da digestão com tripsina 
e análise por CL e MS tandem. 
Por fim, no método D é traçado um perfil de interação proteína-proteína, neste 
caso conseguido através de uma estratégia baseada em anticorpos. Os extratos celulares 
são incubados com um anticorpo imobilizado diretamente na proteína alvo (vermelha). 
Apenas a proteína alvo e as moléculas endógenas que com ela interagem funcionalmente 
(azul) são seletivamente enriquecidos com os anticorpos. 
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CONCLUSÃO 
 
Após a elaboração desta monografia existem algumas conclusões que surgem 
facilmente. A primeira é que a proteómica é uma disciplina molecular bastante atual e em 
presente desenvolvimento, como o comprova o crescente número de publicações ao longo 
da última década. Também notório é o seu grau de complexidade, pelos conhecimentos 
na área da química farmacêutica, biologia molecular, métodos instrumentais de análise e 
bioinformática que estão envolvidos. 
  Após as considerações gerais, passo a conclusão mais objetivas. O proteoma, 
apesar de ter o seu nome inspirado no genoma, traz consigo algumas características que 
acrescenta alguma dificuldade no seu estudo. Fatores como a inconstância da sua 
expressão ao longo do tempo, as modificações pós-traducionais ou o seu perfil de 
atividade por interação com outras proteínas, trazem alguma dificuldade em conseguir 
identificar e analisar todo o proteoma, tal como foi executado com o genoma. 
 Ao nível das metodologias empregues, compreende-se que se trata de uma área 
extremamente abrangente pelas inúmeras técnicas utilizadas atualmente. Algumas 
provêm já da altura em que foi criada a proteómica, há 20 anos atrás. Assim, técnicas de 
separação como a eletroforese mantêm-se em uso ainda hoje. Este facto também foi 
possível, claro está, graças a uma melhoria contínua nos equipamentos, no sentido de 
aumentar a sua resolução, poder de separação e maior cobertura em relação ao tipo de 
moléculas. Como também foi referido, a espetrometria de massa continua, com todas as 
suas variantes e equipamentos, a ser o método fundamental no estudo do proteoma. 
Atualmente atingiu-se a poderosa capacidade de deteção, já na ordem do femtomol, 
abrindo portas à deteção de, por exemplo, proteínas sanguíneas de concentração muito 
baixa. 
Este facto remete para parte do âmbito deste trabalho, a descoberta de fármacos. 
Havendo a possibilidade de deteção de moléculas em ínfimas concentrações, torna-se 
também possível a descoberta de proteínas que atuem como marcadores fisiopatológicos 
ou que sejam, elas próprias, intervenientes nessa via. Conseguindo identificar e estudar 
estruturalmente as proteínas assinaladas, estas tornam-se potenciais alvos de ação 
farmacológica e terapêutica. Nesta fase, é necessária a participação da química 
farmacêutica, no campo do design de fármacos. Sendo revelada, ao nível atómico, a 
estrutura de uma proteína envolvido num processo patológico, recorrem-se a sistemas de 
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síntese combinatória, no sentido de encontrar uma molécula que consiga estabelecer 
ligação à proteína. Chegando a esta molécula, prossegue-se com melhorias no seu 
desempenho farmacodinâmico e farmacocinético. Mantendo o farmacóforo funcional, 
exploram-se alternativas para as suas cadeias laterais, no sentido de melhorar a sua 
eficácia e segurança. 
Como perspetivas futuras, distingo aqui duas realidades distintas, a da descoberta 
de fármacos e a da proteómica. A indústria farmacêutica atravessa neste momento uma 
“crise de pipeline”, no sentido que os meios disponíveis nem sempre estão a fornecer à 
indústria e à população a quantidade de moléculas inovadoras desejável. De uma era onde 
a descoberta de fármacos foi reduzida à técnica pura, quase totalmente informática, parece 
importante redescobrir o doente como um todo, onde a ligação entre um princípio ativos 
e um recetor pode não ser o suficiente para solucionar a patologia. Surge assim a segunda 
realidade apontada, a proteómica. A análise de mecanismos regulatórios e de expressão 
dá alguns passos no sentido de entender o mecanismo fisiopatológico como uma realidade 
dinâmica. Esta disciplina consegue então fornecer uma visão mais holística e abre novas 
possibilidades à descoberta de fármacos realmente inovadores. 
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